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(57) Abstract 

A method for use in the field of chemistry and particularly in the chemistry of fats. The method is used to prepare polyunsaturated 
fatty acid concentrates and comprises selectively enzymatically hydrolysing a fish oil containing docosahexaenoic acid (DHA) and 
eicosapentaenoic acid (EPA) in position 1, 2 or 3, to give a mixture of free fatty acids, monoglycerides and diglycerides, separating 
the components of the mixture, recovering the free fatty acids and purifying them by urea crystallisation to increase the EPA and DHA 
content, decomplexing the isolated fatty acids, and performing interesterification between the free fatty acids having a high polyunsaturated 
fatty acid concentration and the unprocessed oil, in the presence of a position- or steric hindrance-specific lipase, to give a polyunsaturated 
fatty acid triglyceride-enriched mixture which is separated while the free fatty acids are removed therefrom. A method for enzymatically 
enriching phospholipids with polyunsaturated fatty acids (EPA, DHA), and the synthesis of polyunsaturated fatty acid monoacylglycerols 
of series n3 by enzymatic synthesis using 1 ,2-dialkylene glycerol as the starting material, are also disclosed. The resulting products are 
suitable for use in foodstuffs, cosmetics and pharmaceuticals. 

(57) Abreg* 

L'invention se rapporte au domaine de la chimie et plus particulierement a celui de la chimie des corps gras. L'invention reside 
essentiellement dans un proc&te detention de concentres d'acides gras polyinsatures qui consiste a soumettre une huile de poisson 
contenant de Tacide docosahexa6noique (DHA) et de Tacide eicosapentaenoique (EPA), a une hydrolyse enzymatique selective, en position 
1, 3 ou 2, pour obtenir un melange d'acides gras libres, de monoglycerides et de diglycendes, a separer les constituants de ce m61ange, a 
recueillir les acides gras libres que Ton purifie par cristallisation a l'uree, pour augmenter la teneur en EPA et en DHA, a decomplexer les 




procede 

acides gras polyinsatures (EPA, DHA) de phospholipides par voie enzymatique, ainsi que dans la synthase de monoacylglycerols decides 
gras polyinsaturds de la serie n3, par synthase enzymatique a partir d'un 1 ,2-dialcoylene glycerol. Application des produits au domaine de 
ralimentation, de la cosm6tique et de la pharmacie. 
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PROCEDES ENZYMATIQUES D 1 ENRICHISSEMENT 
EN ACXDES GRAS POLY I N SATURE S 



La presente invention a pour objet des nouveaux procedes de 
5 production d' esters d'acides gras polyinsatures sous forme pure 
ou concentree . 

Elle a plus particulierement pour objet des procedes de 
production d 1 esters d'acides gras polyinsatures de la serie 0>- 
10 3 a partir de glycerides d'acides gras extraits d'huiles de 
poissons, de phospholipides, ou de 1 , 2-dialcoylene glycerols, a 
l'aide d'un traitement enzymatique. 



Elle a specif iquement pour objet un proc6d6 de production de 
15 glycerides d'acides gras polyinsatures sous forme pure ou 
concentree a partir d'huile de poissons ou d'autres sources, 
caracterise en ce qu 1 il permet d'obtenir, par traitement 
enzymatique, un melange renfermant une teneur elevee d'acide 
docosahexaenoique (DHA) et/ou d'acide eicosapentaenoigue (EPA), 
20 pouvant atteindre dans le cas d'huiles de poisson, 60 %. 



Elle a egalement pour objet un proc^de de production de 
glycerides d'acides gras polyinsatures, caracterise en ce que 
l'on obtient au depart de phospholipides naturels, en presence 
25 d'acides gras polyinsatures, par traitement enzymatique, des 
phospholipides dont la teneur en EPA et/ou DHA represente 
environ 50 % des acides gras totaux. 



L' invention se rapporte aussi a un procede de production de 
30 glycerides synthetiques , caracterise en ce que l'on soumet un 
1 , 2-dialcoylene glycerol a une action enzymatique en presence 
d'acides gras polyinsatures concentres ou purs, pour obtenir un 
monoacylglyceride dont la teneur en EPA et DHA represente au 
mo ins 7 0% des acides gras totaux 

35 

L 1 invention concerne en particulier un procede d'obtention de 
concentres d'acides gras polyinsatures qui consiste a soumettre 
une huile de poisson contenant du DHA et de l'EPA, a une 
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hydrolyse enzymatique selective, en position 1, 3 ou 2 , pour 
obtenir un melange d'acides gras libres, de monoglycerides et 
de diglycerides, a separer les constituants de ce melange, a 
recueillir les acides gras libres que l'on purifie par 
cristallisation a l'uree, pour augmenter la teneur en EPA et/ou 
en DHA, a decomplexer les acides gras isoles, a effectuer une 
interesterification entre les acides gras libres, concentres en 
acides gras polyinsatures et l'huile brute, en presence d'une 
lipase specif ique de position ou d ' encombrement sterique, afin 
d' obtenir un melange enrichi en glycerides d'acides gras 
polyinsatures, que l'on separe et que l'on debarrasse des 
acides gras libres. 

D'une maniere preferee, on utilise l'huile de sardine obtenue 
par pression des sardines fraiches pechees dans les mers 
froides. La sardine off re l'avantage d'un approvisionnement 
facile et constant. Au contraire, l'huile d'orbitales oculaires 
de thon, exploitee industriellement , quoique presentant une 
teneur plus elevee en EPA et DHA, presente 1 ' inconvenient que 
1 ' approvisionnement est limite en matiere premiere. 



L ' hydrolyse enzymatique initiale a pour effet de scinder la 
fonction ester du glycerol esterifie par un acide gras 
polyinsature et de laisser intactes les autres fonctions esters 
25 selon le schema. A. 

II est possible egalement, d'hydrolyser les triglycerides 
presents dans l'huile de sardine par une lipase non specif ique 
de maniere a obtenir un melange d'acides gras libres dans 
30 lequel les acides gras polyinsatures representent environ 30 % 
du melange total. Ce melange d'acides gras est fractionne par 
des moyens physiques pour conduire a un melange dans lequel les 
acides gras polyinsatures et notamment 1 ' EPA et le DHA 
predominent, pouvant aller jusqu'a 70-80 % du melange d'acides 

35 gras libres. 

Les acides gras polyinsatures libres sont reesterifies en 
presence d'un enzyme et notamment en presence soit d'une lipase 
non specif ique soit d'une lipase specif ique de la position 2. 
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Si on utilise une lipase non specif ique, le glycerol sera mis a 
reagir avec le melange d'acides gras libres polyinsatures et on 
obtient un triglyceride dont la teneur en acide gras 
5 polyinsature est de 1 1 ordre de 60 %. 

Si on interesterif ie a l'aide d'une lipase specif ique de la 
position AG. 2 un melange d'acides gras polyinsatures deja 
concentre et d'un glyceride est^rifie en une seule position par 
10 un acide gras polyinsature, on peut obtenir .un diglyceride-1 , 2 
dont deux positions seulement sont esterifiees par un acide 
gras polyinsature. 

II est egalement possible d'hydrolyser un triglyceride dont la 
15 position 2 est esterifiee par un acide gras polyinsature a 
l'aide d'un enzyme specif ique et notamment par une lipase du 
type SN.2 specif ique, pour obtenir un melange d'acides gras 
polyinsatures libres, de monoglyc^rides et de diglycerides 
ayant une teneur en acides gras polyinsatures comprise entre 80 
20 et 100 % 

Apres fractionnement de ce melange, les acides gras libres sont 
purifies par cristallisation a froid en presence d'uree, pour 
augmenter la teneur en EPA et en DHA. Ce melange concentre est 

25 alors soumis a une interesterif ication par un triglyceride dont 
la position 2 est occupee par un acide gras polyinsature, et 
les positions 1,3 par un acide gras sature, en presence d'une 
lipase-1,3 specif ique, de fagon a obtenir un triglyceride dont 
au moins deux hydroxy les sont esterifies par un acide gras 

30 polyinsature. 

L' invention concerne egalement un procede de synthese de 
triglycerides enrichis en acides gras non satures, qui consiste 
a saponifier l'huile de poisson par voie chimique ou par voie 
3 5 enzymatique, pour obtenir un melange d'acides gras satures et 
non satures, a convertir les acides gras satures en esters 
d'alcoyle inferieur en presence d'une lipase selective pour 
obtenir un melange d' esters d'alcoyle d'acides gras satures et 
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d'acides gras non satures, a separer les esters d'alcoyle 
d'acide gras satures, a recueillir les acides gras non satures 
libres et a faire reagir ces acides gras avec le glycerol en 
presence d'une lipase specif ique pour obtenir un melange de 
5 triglycerides enrichis en acides gras polyinsatures. 

Les schemas joints illustrent ces diverses variantes du 
proced6 . 

10 L'enrichissement de l'huile brute de sardine, par extraction 
des acides gras polyinsatures (AGHI) , d'une teneur moyenne de 
30 % a vine teneur correspondant a 50-60 % du total en acides 
gras peut etre mene selon l'un des deux procedes schematises (A 
et B) selon 1' invention. 

15 

Jusqu'a ces dernieres annees, la majorite de la production 
d'huile de poissons, consid^ree comme un sous-produit de la 
transformation, etait destinee, apres hydrogenation, a la 
fabrication de la margarine. La faible valeur ajoutee du 
20 produit et la mise en oeuvre de traitements physico-chimiques 
pour 1 ' extraction, la desodorisation, la decoloration et 
1 'hydrogenation entrainant une destruction des proprietes de 
l'huile, explique le peu d'int^ret des industriels en ce qui 
concerne ce type de proc^de . 

25 

La principale caracteristique des huiles de poissons est leur 
teneur naturelle elevee (20-30 %) en acides gras polyinsatures, 
de types CD-3, et en particulier en acides docosahexaenoigue 
(DHA) et eicosapentaenoigue (EPA). A l'heure actuelle, l'huile 
30 de poisson est la seule source commercialement exploitable 
d'acides gras polyinsatures a longue chaine, malgre les 
tentatives de production par des procedes microbiologiques . 

Depuis les etudes epidemiologiques rapportees par Bang et al en 
35 1971, et les etudes physiologiques sur ce sujet, il est apparu 
que les acides gras essentiels sont les principaux constituants 
des phospholipides de la retine, de la matiere grise, de 
l'epiderme; ils jouent un role important au niveau du systeme 
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nerveux central et presentent des proprietes pharmacologiques 
importantes dans les maladies cardio-vasculaires , en tant 
qu ' antithrombotiques . En consequence, 1 ' interet que montrent 
les industries pharmaceutiques, cosmetiques et 

5 parapharmaceutiques est a I'origine d'un marche en pleine 
expansion, aux USA, au JAPON et en EUROPE. Le marche des AGHI 
(acides gras polyinsatur^s ) , sur la base de la qualite des 
huiles et done de la valeur ajoutee, presente 3 domaines 
d'utilisation : 

10 

* les huiles brutes, jusqu'a 30 % en AGHI, pour les 
applications en Industrie agro-alimentaire (IAA), 
1 ' oleochimie, biopolymeres , alimentation animale . 

* les huiles enrichies, de 30 a 60 %, pour les applications 
15 pharmaceutiques et cosmetiques . 

* les AGHI purifies, de 80 & 98 % pour la pharmacie. 

Actuellement, les motifs de contestation de l'industrie de 
1'huile de poisson se situent a differents niveaux, compte tenu 
20 de ces nouveaux marches. 

* qualite de la matiere premiere 

* stabilite des caracteristiques techniques au cours de 
l'annee, necessitant done une selection des huiles 

* methodes d* extraction a reconsiderer 

25 * definition des conditions de raffinage en fonction des 
cahiers des charges 

* conditions de stockage 

Les huiles de poissons, sardines ou foie de morue, contiennent 
30 en moyenne 20 a 30 % d'EPA+DHA par rapport au total des acides 
gras. Parmi la grande variete d' huiles de poisson, les huiles 
d'orbi tales oculaires de thon, exploitees industriellement , se 
caracterisent par une teneur plus importante, jusqu ( a 40 %, 
mais 1 ' appro vis ionnement en matiere premiere est la principale 
35 limite a sa production. Bien qu'il soit plus aise de purifier 
des AGHI, libres ou sous la forme d' esters ethyliques, la 
demande du marche des AGHI, en particulier la pharmacie et la 
cosmetique, concerne exclusivement les acides gras sous forme 
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naturelle de triglycerides pour des raisons d 1 ef f icacite . En 
partant d'huiles contenant jusqu'a 30 % en EPA et DHA, de 
noinbreuses techniques sont applicables a 1' huile brute, telles 
que la winterisation, la distillation moleculaire ou la 
cristallisation par solvant . 

Du fait du nombre de combinaisons possibles de la position des 
acides gras sur les triglycerides, le fait d'obtenir a partir 
d'une huile brute, des teneurs en AGHI superieure a 30 % 
necessite la mise en oeuvre de techniques plus complexes . 
Cependant, le f ractionnement des acides gras libres ou 
esterifies, jusqu'a 65-80 % est possible par un certain nombre 
de m^thodes, telles que ^extraction par fluide supercritique, 
la complexation a l'uree, la chromatographic, la separation sur 
zeolite et meme la separation jusqu'a 90 % est possible par 
HPLC. 

En dehors de ces methodes physico-chimiques, 1 1 enrichissement 
par voie enzymatique a ete utilise avec succes sur des huiles 
v^getales . 

Les techniques physico-chimiques, du fait de leur cout en 
investissement (par exemple 3MF pour un extracteur FSC 
industriel de 1 m 3 ) , ne peuvent etre economiquement viables que 
pour des enrichissements superieurs a 80 % caracterises par une 
forte valeur ajoutee. Par contre, les techniques enzymatiques, 
plus simples et done mo ins couteuses, sont en theorie bien 
adaptees dans un creneau allant de l'huile brute a une huile 
titrant 55-60 % en AGHI. 

En effet, depuis quel que s annees, de nombreux travaux ont 
montre 1 1 importance physiologique et dietetique des acides gras 
polyinsatures et surtout de l'acide eicosapentaenoique (ou EPA 
= acide A-5, 8, 11, 14, 17 -eicosapentaenoique) et de l'acide 
docosahexaenoique (ou DHA = acide A-4, 7, 10, 13, 16, 19- 
docosahexaenoique) . Ces composes ne se forment dans l'organisme 
humain qu'en tres petites quantites et les quantites produites 
selon les deux schemas biologiques ci-apres, vont en diminuant 
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au cours des annees, de telle sorte qu'il peut en resulter une 
carence chez les f enimes enceintes et chez les personnes agees . 
Le schema ci-apres resume le schema de formation des acides 
gras polyinsatures dans I'organisme. 
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n-6 


n-3 


18:2 A-9, 12 

(acide linol6ique) 
>l A-6 desaturase 
18:3 A-6, 9, 12 

(acide y-linoleique) 
X Elongation 
20:3 A-8,11,14 

( ac ide dihomo - y- 1 ino 1 enique ) 
<i A- 5 desaturase 
20:4 A-5,8,11,14 

( acide arachidonique ) 
X Elongation 
22:4 A-7,10,13,16 

(acide adr enique) 
-I A-4 desaturase 
22:5 A-4, 7, 10,13, 16 

(acide docosapentaenoxque) 


18:3 A-9,12,15 

(acide a-linolenique) 

x 

18:4 A-6, 9, 12,15 

(acide octadecatetraenoique) 

4 

20:4 A-8,11,14,17 

(acide eicosatetraenolque) 

i 

20:5 A-5,8,11,14, 17 

(acide eicosapentaenoique) 

I 

22:5 A-7, 10, 13, 16, 19 

(acide docosapentaenoique) 

i 

22:6 A-4, 7, 10, 13, 16, 19 

(acide docosahexaenoigue ) 



Les applications des enzymes dans le traitement du poisson sont 
multiples, production d ' hydrolysats prot^iques par des 
proteases, ensilage, depegage du thon, attendrissement de la 

10 chair, hydrolyse des tissus enveloppant les oeufs (caviar) , 
elimination des membranes de foie. En ce qui concerne les 
huiles, de nombreuses publications montrent 1 ' interet des 
traitements enzymatiques pour extraire et purifier les acides 
gras polyinsatures. Les enzymes les plus couramment utilisees 

15 sont des lipases qui permettent, soit d'hydrolyser les 
triglycerides en acides gras et glycerol dans des conditions 
aqueuses, soit inversement, d'esterifier les acides gras dans 
des conditions anhydres ou en presence de solvants organiques . 
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De nombreuses lipases hydrolysent les triglycerides selon la 
sequence suivante 



Triglyceride 




1.2 - diglyceride 

2.3 - diglyceride 




2-monoglyceride 



Cependant, certains lipases ne repondent pas a cette cinetique 
du fait de la "reconnaissance" specif ique : 

- de certains acides gras 

- de la position de ces acides gras sur le triglyceride 

- de glycerides de differents poids moleculaires ou 

- de leur stereospecif icite . 



II existe ainsi 
differentes : 



de 



nombreuses lipases de specif icites 



• les lipases intestinales ou de tissu adipeux, du muscle 
d'insectes, qui hydrolysent pref erentiellement les 
monoglycerides comparativement aux triglycerides. 

• les lipases de Mucor, de Rhizopus, de lait, et la lipase 
pancreatique de pore, qui sont specif iques des positions 1,3 
sur le triglyceride, alors que la lipase de Pseudomonas est 
specif ique de la position 2. 

• la lipase de Candida qui hydrolyse pref erentiellement les 
liaisons d' ester de DHA. 

• la lipase de chou (B.napus) qui reconnait la position de la 
double liaison sur les acides gras et differencie l'acide a- 
linolenique du DHA, ou la lipase de Geotrichum qui est 
specifique des acides gras contenant des insaturations CIS-9 
et CIS-9 -CIS-12. 

Cette specificite des lipases est generalement a la base des 
procedes de f ractionnement d' acides gras commercialement 
interessants contenus dans les huiles vegetales ou de poissons. 

On a ainsi decrit des procedes d " enrichissement d'acide a- 
linolenique dans une huile de primevere (de 9,5 % a 64,6 %) 
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avec une lipase de chou; de DHA dans une huile de foie de morue 
(de 12,7 a 45,9 %) avec une lipase de Mucor; d 1 EPA + DHA dans 
une huile de foie de morue (de 23 a 72,2 %) avec une lipase de 
Mucor; de DHA dans une huile de thon (facteur de 
5 concentration=3 ) avec une lipase de Candida; d'acide 5- 
eicosaenoique (20:1) dans une huile de Meadowfoam (de 83,5 a 
95 %) par une lipase de Chromobacterium. 

Schema tiquement , la preparation de triglycerides enrichis en 
10 AGHI est bas6e sur une interesterif ication catalysee par une 
lipase selective : 



15 



+ R'COO R' 



lipase 1-3 specifiqu€ 
^ 



(AGHI libre ou esters 
d 1 AGHI en excds) 



R' 

R 

R' 



R 1 COOR " 
R COOR" 



R M = -H 
= -Et 



20 Cependant, les proc^des enzymatiques ant^rieurs necessitent un 
apport d'AGHI, libres ou esterifies, de purete £levee. En 
consequence, cet apport doit etre precede d'une hydrolyse 
totale des triglycerides pour liberer les AGHI libres par une 
lipase et d'une purification par voie chimique ou a 1 1 aide de 

25 lipases specif iques. 

Ce sont des difficultes particulieres que le present procede 
vise a resoudre. 



30 Selon un des procedes de 1' invention, il est necessaire de 
determiner au prealable la position des acides gras 
polyinsatures dans les triglycerides d' huile de sardines 
traitee. Selon les especes, et peut-etre selon les saisons, les 
acides gras polyinsatures sont soit en position 2, soit en 

35 position 1,3. II est done necessaire, apres cette 
determination, de choisir une lipase appropriee pour la 
reaction d* hydrolyse comme pour la reaction 

d 1 interesterif ication ou de transesterif ication . La technique 
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utilisee pour determiner cette position, est basee sur 
l'hydrolyse par des enzymes specif igues et sur 1 ' analyse par 
des methodes physiques (CPG, CCM ou HPLC) de la teneur en EPA 
et en DHA dans les produits d'hydrolyse. 

5 

A partir des stocks d' enzymes disponibles dans le commerce 
(esterases et lipases), immobilises ou non, les tests 
d'hydrolyse ont ete effectues pour determiner 1' optimum en 
matiere de teneur en acides gras polyinsatures de maniere a ce 
10 que les etapes ulterieures de separation et de purification 
soient facilites. 

Les parametres etudies ont ete les suivants : 

15 • choix des enzymes en fonction de leur specificite : hydrolyse 
des longues chaines d' AG, hydrolyse des courtes chaines 
specifiquement, hydrolyse des liaisons EPA et DHA 
spec i f iquemen t 

• teneur en eau (dont depend la cinetique de la reaction) 
20 • rapport huile/enzyme 

• temperature 

• inhibition par les produits de la reaction 

A partir des resultats a l'echelle du laboratoire, une montee 
25 en echelle (scale-up) (facteur 10) a ete experiments pour 
evaluer la rentabilite economique de cette phase. 

Ces essais ont montre que trois enzymes conduisaient aux 
meilleurs rapports EPA/DHA, a savoir : 
30 - une lipase de Pseudomonas fluorescens 

- une lipase de Mucor javanicus 

- \ine lipase de Mucor miehei 

Les resultats fournissent une teneur en triglycerides a acides 
35 gras polyinsatures a 70 % environ, avec un rapport EPA/DHA de 
1 1 ordre de 1 . 
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A l'etape suivante, les acides gras libres sont separes des 
autres produits d'hydrolyse (monoglycerides , diglycerides , 
glycerol) par lavage a I'eau basique ou par saponification. 

5 La troisieme etape du procede consiste a purifier le melange 
d' acides gras libres par cristallisation a froid en presence 
d'uree en milieu ethanolique . 

Les essais effectues ont montre que les acides gras a longue 
10 chaine en C 20 ou en C 22 cristallisaient plus facilement a froid 
(-10°C) apres complexation a I'uree et qu'ainsi, on pouvait 
obtenir une concentration et des rendements interesscuits en 
acides gras polyinsatures (de 63 a 83 %) . Cependant, cette 
technique bas£e sur la solubilite dif f erentielle des acides 
15 gras dans le solvant utilise, necessite une adaptation aux 
acides gras polyinsatures desires et une optimisation des 
param^tres de precipitation (temperature, rapports Ur6e/Acide 
gras polyinsatur6) et des conditions de d^complexation. 

20 L'etape de saponification necessaire pour separer les acides 
gras libres des autres produits de l'hydrolyse enzymatique doit 
repondre a des conditions experimentales precises, car elle 
determine les effets des produits d'hydrolyse sur les lipases 
specif iques et non specif iques 7 sur le rendement de separation 

25 et sur le rendement de purification, 

L*etape d 1 interesterif ication de l^uile brute par des acides 
gras polyinsatures concentres, est une etape enzymatique 
inverse de 1' etape initiale du procede selon 1' invention. Elle 

30 necessite des conditions experimentales totalement differentes 
pour deplacer 1'equilibre r6actionnel et, en particulier, le 
choix de la concentration en eau, la presence eventuelle de 
solvants organiques ou le choix du pH et des concentrations . 
Les acides gras polyinsatures concentres sont mis en contact 

35 avec l'huile de poissons brute et avec 1 1 enzyme choisi. 
L 1 enzyme utilise est une lipase specif ique des liaisons esters 
ne contenant pas d'acide gras polyinsature , de maniere a 
preserver la liaison ester combinee a un acide gras 
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polyinsature present, initialement , dans l'huile brute 
(± 30 %) . 

La teneur en eau est de preference faible et maintenue 
5 constante. La nature du solvant, s'il y en a, est importante. 
Celui-ci doit etre compatible avec 1' enzyme. 

D'une maniere preferee, 1 'enzyme utilisee est une lipase de 
Mucor miehei commercialisee sous la denomination NOVOZYME 435 
10 par la Societe Novo Nordisk. 

L' enzyme utilise peut etre separe en fin de reaction et, 
eventuellement, reutilise. Un enzyme immobilise permet plus 
facilement une separation et une reutilisation. 



15 



20 



Apres reaction d ■ interesterif ication, les acides gras libres 
sont separes par lavages en phase aqueuse a pH basique. Les 
triglycerides formes ne passent pas en phase aqueuse et peuvent 
ensuite etre repris par un solvant. Par evaporation, on obtient 
le melange concentre desire renfermant entre 50 et 70 % 
d' acides gras polyinsatures. 



La determination de la position des acides gras polyinsatures 
sur les triglycerides permet d'effectuer le choix entre les 
25 deux variantes de procede : 

position 1,3 -» procede A 

position SN.2 -» procede B 

L' invention a encore pour objet des concentres d' acides gras 
30 polyinsatures, riches ou enrichis en acide eicosapentaenoxque 
et en acide docosahexaenoique, obtenus par le procede selon 
1- invention. Elle a encore pour objet, des triglycerides 
enrichis en acide eicosapentaenoxque et en acide 
docosahexaenoique obtenus par le procede d ■ interesterif ication 
3 5 selon 1' invention. 
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Elle a aussi pour objet les huiles de poissons et notamment les 
huiles de sardines enrichies ou concentr^es en EPA et/ou en DHA 
obtenues selon le procede de 1' invention. 



5 L ' invention reside egalement dans un procede d ' enrichissement 
en acides gras polyinsatures ( EPA C 20:5n3 , DHA C 22:6n3 ) de 
phospho lip ides par voie enzymatique qui consiste a faire reagir 
un ou des phospho lipides avec un AGHI de la serie n3 en 
presence d'une lipase pour obtenir un phospholipide modifie. 
10 II s'agit de modifier la composition en. acides gras des 
phospholipides par le proc6d£ enzymatique pr^cedemment decrit, 
c'est a dire par une reaction de transesterif ication faisant 
r6agir AGHI et phospholipides en presence d'une lipase. 
La reaction peut etre schematisee de la fagon suivante : 



15 



EO-CO-R lipase r-0-CO-R' 

O-CO-R + R'-COOH { ) I-O-CO-R' + R-COOH 

O-PO.-O-A J-0-P0 2 -0-A 



20 Phospholipides + AGHI (n3 ) 



Pho spho 1 ip i de s + Ac i de s 
gras modifies 



A : e thano 1 amine , 

serine ou choline 



25 



R' :acide gras 

de la serie n3 
EPA-DHA 



Cette transesterif ication s'opere sans solvant organique en 
seule presence des phospholipides, des acides gras libres 
( AGPI ) et de 1 ' enzyme . Cependant , certains travaux semblent 
30 indiquer que 1 ' utilisation de solvants a constante dielectrique 
elevee favorise 1 ' interesterif ication d' acides gras (Hosokawa & 
all, 1995; Mustranta & all, 1994; Mutua & all, 1993) . La 
presence d'un tamis moleculaire (3A) piegant l'eau, ameliore la 
transesterif ication des AGHI. 

35 

Apres reaction, il est necessaire de purifier les produits, 
c'est a dire les acides gras libres du pool de phospholipides, 
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par exemple par chromatographie sur colonne de silice ou par 
toute autre technique de separation (ex:ultraf iltration) . 
Les phospholipides obtenus contiennent une teneur en EPA et DHA 
d' environ 50% des acides gras totaux. 

5 ... 

Les phospholipides sont d' important* constituants majorrtarres 

des membranes cellulaires .Les chaines d' acides gras les 

composants jouent un r61e essentiel au niveau de la fluxdxte 

membranaire et plus particulierement les chaines d' acides gras 

10 hautement polyinsatures dont l'EPA et le DHA, qui permettent un 

fonctionnement cellulaire normal. 

Par ailleurs, les phospholipides ont des applications en 
cosmetologie (liposomes) et dans 1' Industrie agro-alimentaire 
15 du fait de leur caractere amphiphile. 

L' invention a aussi pour objet les phospholipides enrichis ou 
concentres en EPA et/ou DHA obtenus selon le precede de 
1 ' invention. 

20 

L' invention concerne encore la synthese de monoacylglycerols 
d'AGHI (n-3) par synthese enzymatique a partir d'un 1,2 
alcoylene glycerol. 

Le precede selon 1' invention consiste a faire reagir des AGHI 
25 <n3) en presence d'une lipase (exemple: lipase de Ml l ^r m i ehe j . ) 
avec du glycerol dont deux des fonctions alcools sont bloquees, 
par la voie precedemment decrite pour la synthese enzymatique 
des triglycerides . 

La synthese des monoesters glyceriques d'AGHI n-3 (EPA, DHA) 
30 peut etre schematisee de la fagon suivante: 



E 



X 



Rl 
R2 



-OH 

35 1, 2-dialcoylene 
glycerol 



AGHI (EPA, DHA) < i "° R2 

-O-AGHI 
1, 3-dialcoylene 
3-acyl glycerol 
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En faisant reagir des AGHI purifies, contenant au moins 70% 
d' EPA et DHA, on peut envisager d'obtenir des 
monoacylglycerides dont 1'EPA et le DHA representent au moins 
70% des acides gras totaux. 

5 

Les monoglycerides sont recherches principalement pour leurs 
propri^tes emulsionnantes dans les domaines de la cosmetique, 
de la pharmacie et de 1 ' agroalimentaire . 

10 L' invention a encore pour objet les monoesters glyceriques 
enrichis ou concentres en EPA et/ou en DHA obtenus selon le 
proc^de de 1 ' invention . 

II va de soi que les procedes de 1 1 invention peuvent comporter 
15 de nombreuses variantes pour s* adapter aux di verses modalites 
particuli&res rendues necessaires par la variability de la 
matiere premiere et notamment de l'huile de poisson dans sa 
teneur en acides gras et dans les rapports triglycerides 
d' acides gras polyinsatur^s et triglycerides d' acides gras 
20 satures, sans pour cela sortir du cadre de 1' invention. 

On peut egalement remplacer une ou plusieurs etapes des 
procedes decrits ci-dessus par une extraction a l'aide d'un 
fluide super critique comme par exemple le C0 2 supercritique . 

25 

Exemple 1 

Saponification : les triglycerides sont saponifies a partir 
d'une huile de preference riche en AGHI. La reaction s'effectue 
30 en milieu ethanolique basique, par exemple 1 volume d* huile de 
sardine pour 1 volume du melange de saponification (1/3 d'eau a 
20 % de soude, 2/3 ethanol a 99 %) porte a chaud (70°C) pendant 
environ 30 mn sous atmosphere inerte. 

A la suite d' etapes successives de lavage a pH acide (faisant 
35 passer les acides gras sous la forme R-COOH) , les acides sont 
recuperes par separation de phase . 
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Fractionnement a l'uree : 1 ' ethanol est sature a l'uree. Cette 
saturation permet de se liberer des problemes de temperature de 
fractionnement . 

Les rapports d'epuisement sont : 

1 volume d'huile/2 volumes d'uree/ 6 a 8 volumes d' ethanol 
La phase enrichie atteint des valeurs voisines de 85 % d ' AGHI 
par rapport aux acides gras totaux. 

C'est ainsi qu-en partant d'une huile de poisson a 20 % d 1 AGHI , 
on a pu obtenir une fraction contenant 70 a 75 % d ' EPA+DHA par 
rapport aux acides gras totaux. Les rendements en AGHI obtenus 
par ce procede sont proches de 85 %. 

R6sultats de l'hydrolyse enzymatique le positionnement 

preferentiel des AGHI sur le squelette glycerique est : 

• le DHA preferentiellement en position p a environ 60 % 

• l'EPA repartition quasi uniforme en a, p. 

Le resultat du criblage des enzymes testes figure dans le 
tableau ci-apres . 

Dans ces premieres donnees, il n'a pas ete observe d'hydrolyse 
qui enrichisse la fraction d'acides gras libres en EPA et/ou 
DHA. On note par centre une augmentation en EPA ou DHA dans la 
fraction des monoacylglycerides. 

Les monoacylglycerides a teneur elevee en AGHI omega 3, 
produits, peuvent constituer une voie de commercialisation 
possible. En effet, ils seraient plus facilement absorbes au 
niveau de la paroi intestinale comparativement aux 
triglycerides. Far ailleurs, les AGHI sont preferables sous 
leur forme de monoacylglycerides a leur forme libre tres 
oxydable. Suivant sa specif icite, la lipase hydrolyse le 
triglyceride soit en fonction des positions sur le glyceride 
soit en fonction de 1 ' encombrement sterique des acides gras. 
Ainsi, le choix de la lipase appliquee sur une huile dont la 
repartition des acides gras sur le squelette glycerique est 
connue, permet d'exercer une influence sur la balance EPA/ DHA, 
en fonction de 1 ' application visee. 
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Les acides gras produits par l'hydrolyse sont elimines par 
lavage a 1 1 eau basique. Suivant ce procede, aucun solvant n'est 
utilise . 



R6sultats :Criblage de l'activite des lipases 
sur de l'huile de sardine 







Repartition 
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Lipase de 
Rhizopus arrhizus 




T = 0 










Contr61e 




T = 0 











R6sultats apres hydrolyse et extraction des MAG+nAG 
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Greffage enzymatique : 

Exemple d ' esterif ication des AGHI sur du glycerol naturel : 

enzyme utilise : Novozyme 435 
10 15 heures a 45°C 

elimination des acides gras libres n'ayant 
pas reagi par lavage basique 

72% de triglycerides. Triglycerides + diglycerides = 98 % 
15 DHA/EPA = 0,65 

EPA+DHA = 68 % 
AGHI = 83 % 



20 



En tenant compte des trois voies de synthese, et en se 
rapportant aux resultats d' hydrolyse de differents enzymes, la 
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premiere voie, c'est-a-dire I'hydrolyse suivie d'un greffage 
parait la plus appropriee car elle offre une plus grande 
souplesse dans la modulation du rapport DHA/EPA. Par ailleurs, 
les produits d* hydro lyse, representes de fagon majoritaire par 
5 des monoacylglycerides sont susceptibles d'etre 

commercialisables . 

Ainsi, suivant la lipase utilis^e, on peut obtenir un melange 
de mono et diacylglycerides avec soit une balance DHA/EPA de 

10 1,1 avec la lipase de Pseudomonas fluorescens ou bien de 4 avec 
la lipase de Mucor miehei . Un greffage de ces mono et di- 
acylglycerides avec des AGHI purifies a une balance DHA/EPA 
connue, a l'aide d'un enzyme non specif ique (par exemple la 
preparation Novozyme 43 5 de la societe Novo Nordisk 

15 Bioindustries (U.K) ) permet d'obtenir des triglycerides riches 
en AGHI. 

On peut remarquer que l'on peut produire facilement des 
monoacylglycerides riches en AGHI par un greffage enzymatique 
20 d 'AGHI purifies sur du glycerol naturel . 

Une autre voie possible, celle d'une hydro lyse incomplete avec 
transesterif ication simultanee peut permettre d'aboutir a une 
augmentation des AGHI sur les triglycerides (Y.Shimada et al, 
25 1994). 



Exernple 2 

30 phospho lip ides (origine Lucas meyers base soja) : lOOg 

AGHI purifies (dont EPA, DHA) : llOg 

Enzyme (Lipozyme immobilisee IM de Novo Nordisk) : 20g 

Tamis moleculaire (3A) 3 a 5g 

35 La reaction s ' opere sous atmosphere inerte, a une temperature 
de 45°C avec agitation .Une hydratation prealable de 1 'enzyme 
est conseillee . Le temps de reaction est d' environ 9 heures, au 
dela une oxydation des AG-HI en presence peut conduire a une 
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inhibition des lipases. Les produits de reaction sont ensuite 
purifies sur colonne de silice. 

Les phospholipides obtenus contiennent une teneur en EPA et DHA 
d'environ 46% des acides gras totaux. (Ce qui doit signifxer 
qu'une seule des deux positions possibles (a, P) peut etre 
esterifiee par de l'EPA ou DHA en presence de la lipase 
Lipozyme IM) . 



10 



15 



20 



25 



30 



35 
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Un procede d'obtention de glycerides d 1 acides gras 
polyinsatures caracterise en ce que 1 1 on soumet un 
glyceride extrait de sources naturelles ou synthetiques a 
1' action d'un produit enzymatique pour liberer un acide 
gras et traite le glyceride resultant a 1 'action d'un 
acide gras polyinsature en presence d'un enzyme pour 
former un glyceride esterifi^ par un acide gras 
polyinsature . 



Un procede d'obtention de concentres d' acides gras 
polyinsatures selon la revendication 1, par voie 
enzymatique, qui consiste a soumettre une huile de poisson 
contenant de 1' acide docosahexaenoique ( DHA) et de 1' acide 
eicosapentaenoique (EPA) a une hydrolyse enzymatique 
selective en position 1,3 ou en 2 pour obtenir un melange 
d 1 acides gras libres, de monoglycerides et de 
diglycerides, a separer les constituants de ce melange, a 
recueillir les acides gras libres que l'on purifie par 
cristallisation a l'uree pour augmenter la teneur en EPA 
et en DHA, a deconplexer les acides gras isoles, puis a 
effectuer une interesterif ication entre les acides libres 
concentres en acides gras polyinsatures et 1' huile brute 
en presence d'une lipase specif ique de position, afin 
d' obtenir un melange enrichi en triglycerides d' acides 
gras polyinsatures que 1 1 on separe et que 1 1 on debarrasse 
des acides gras libres. 

Un procede d ' enrichissement selon la revendication 1, en 
acides gras polyinsatures (EPA, DHA) de phospho lip ides par 
voie enzymatique qui consiste a faire reagir les acides 
gras polyinsatures (AGHI) de la serie n3 et un 
phospholipide, en presence d'une lipase, pour obtenir un 
melange de phospholipides modifies et d' acides gras, a 
separer ensuite les acides gras libres du pool de 
phospholipides par une technique de separation classique 
pour obtenir un phospholipide de f ormule : 
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pO-CO-R' 
-0-CO-R' 
-0-P0 2 -0-A 

dans laquelle R' represente un AGHI(n3) 

A represente de l'ethanol amine, de la serine ou de la 
choline . 

4. Un procede d'obtention selon la revendication 1, de 
monoacylglycerides d'acides gras polyinsatures (AGHI)de la 
serie n3 qui consiste a faire reagir des AGHI de la serie 
n3 en presence d'une lipase, avec du glycerol dont deux 
des fonctions alcools sont bloguees sous forme de cetal, 
pour obtenir un monoacylglyceride de formule: 



E 



O^Rl 
O-AGHI 



dans laquelle Rl et R2 representent des radicaux alcoyles 
inferieurs 

AGHI represente un acide gras polyinsature ayant de 2 a 6 
doubles liaisons. 

5. Un procede selon la revendication 2 dans lequel l'huile de 
poisson contenant du DHA et/ou de l'EPA est l'huile de 
sardines obtenue par pression des sardines pechees dans 
les mers f roides . 

6. Un procede selon l'une des revendications 2 et 5 dans 
lequel on soumet l'huile de poisson a un traitement 
enzymatique qui libere d'une maniere non selective tous 
les acides gras presents et que 1 ' on isole separement les 
acides gras polyinsatures. 

7. Un procede selon l'une des revendications 2, 5 et 6 dans 
lequel le traitement enzymatique fournit un melange de 
monoglycerides, de diglycerides et d'acides gras libres. 
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8. Un procede selon l'une des revendications 2, 5, 6 et 7 
dans lequel les acides gras libres liberes sont constitues 
principalement d' acides gras polyinsatures. 



5 9. Un procede selon au moins une des revendications 2, 5 a 8 
dans lequel on concentre les acides gras polyinsatures 
libres par cristallisation avec de l'uree, a froid et en 
milieu ethanolique. 

10 10. Un proc6d6 selon au moins une des revendications 2, 5 a 9, 
dans lequel le melange concentre d' acides gras 
polyinsatures est interesterif ie avec un triglyceride dont 
la position 2 est occup^e par un acide gras polyinsature 
en presence d'une lipase-1,3 specif ique pour obtenir un 

15 triglyceride dont au moins deux hydroxyles sont esterifi^s 

par un acide gras polyinsature. 

11 • Un procede selon au moins une des revendications 2, 5 a 9, 
dans lequel le melange concentre d* acides gras 
20 polyinsatures est mis a reagir avec le glycerol en 

presence d'une lipase non specif ique pour obtenir un 
diglyceride dont deux fonctions alcool sont esterifiees 
par un acide gras polyinsature. 

25 12. Un procede selon au moins une des revendications 2, 5 a 9, 
dans lequel on hydrolyse un triglyceride d'huile de 
poisson dont une position est esterifiee par un acide gras 
polyinsature, par un enzyme non specif ique, pour obtenir 
un melange decides gras polyinsature libres, de 

30 monoglycerides et de diglycerides, on fractionne ce 

melange et on purifie les acides gras libres par 
cristallisation au froid en presence d'uree pour augmenter 
la teneur en EPA et en DHA, soumet le melange concentre a 
une interesterif ication avec un triglyceride dont au moins 

35 une position est occupee par un acide polyinsature en 

presence d'une lipase specif ique de la position 2 pour 
obtenir un triglyceride a haute teneur en acide gras 
polyinsature . 
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13 un precede selon au moins une des revendications 2, 5 a 9, 
dans lequel on soumet un triglyceride d'huile de poisson 
dont une des fonctions hydroxyle est esterifiee par un 
acide gras polyinsature en presence de lipase specifique 
1 3 pour obtenir un melange d' acide gras polyinsature, de 
mono- et de diglycerides que l"on fait reagir avec un 
triglyceride dont seule la position 2 se trouve bloquee 
par un acide gras polyinsature en presence d'une lipase 
1 3 specifique pour former un triglyceride dont au moins 
deux fonctions alcool sont esterif iees par un groupe acyle 
derive d'un acide gras polyinsature. 

14. Un precede selon au moins l'une des revendications 2, 5 a 
13, dans lequel 1' enzyme non specifique est choisi parmi 
une lipase de Pseudomonas fluoresces, une lipase de Mucor 
javanicus et une lipase de Mucor miehei . 

15 Un precede selon au moins une des revendications 2, 5 a 
13, dans lequel 1 ' enzyme specifique est une lipase de 
Candida antartica, notamment celle commercialism sous la 
denomination Novozyme 435 par la Societe Novo Nordisk. 

16. Un precede d' enrichis semen t selon la revendication 3, en 
AGHI de phospholipides par voie enzymatique, dans lequel 
1' enzyme specifique est une lipase de Mucor miehei, 
produit commercialise sous le nom Lipozyme immobilisee IM 
de Novo Nordisk. 

17. un precede d' enrichissement selon la revendication 3 en 
AGHI de phospholipides par voie enzymatique, dans lequel 
1'hydrolyse enzymatique est effectuee en presence d'un 
tamis moleculaire. 

18 Un precede d'obtention selon la revendication 4 de 
monoacylglyceride d ' AGHI (n-3) qui consiste a faire reagir 
un 1,2-dialceylene glycerol bloque en presence d'une 
lipase, avec un acide gras polyinsature (AGHI) pour 
obtenir un 1 , 2-dialcoylene 3-acyl glycerol de formule: 
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O-AGHI 



5 



10 

19. 



15 



20 

20. 



25 

21. 



22. 

30 



23. 

35 



dans laquelle AGHI represente un acide gras polyinsature 
ayant de 2 a 6 doubles liaisons 

Rl et R2 repr^sentent des radicaux alcoyles inf^rieurs, 
identiques ou differents. 

Un procede d'obtention de monoacylglycerides d ' AGHI (n3) 
selon la revendication 4 qui consiste a soumettre un 1,2 
alcoylidene glyceride a une hydrolyse en milieu acide pour 
former un monoacylglyceride de f ormule : 



dans laquelle AGHI est defini comme pr6c6demment . 

Un melange concentre d'acides gras polyinsatures contenant 
70 % environ d' acide docosahexaenoique et d' acide 
eicosapentaenoique . 

Un melange concentre d'acides gras selon la revendication 
20, dans lequel le rapport EPA/DHA est de 1 1 ordre de 1. 

Une huile de sardines enrichie en EPA et/ou en DHA dont la 
teneur en acides gras polyinsatures varie entre 30 et 60 % 
chaque fois qu'elle est obtenue par le procede de la 
revendication 2 . 

Les phospho lip ides enrichis en EPA et/ou en DHA, de 
f ormule generale: 
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O-CO-R' 



O-CO-R' 



0-P0 2 -0-A 



dans laquelle R' represente un acide gras polyinsature de 
la serie n3 ayant de 2 a 6 doubles liaisons 

A represente de 1 ' 6thanol amine, de la serine ou de la 
choline 

dont la teneur en EPA et en DHA varie de 40 a 60% des 
acides gras totaux. 

24. Les monoesters glyc6riques enrichis en EPA et/ou en DHA de 
formule gen^rale: 



dans laquelle Rl et R2 representent des radicaux alcoyles 
inferieurs 



doubles liaisons 

dont la teneur en EPA et en DHA represente au mo ins 7 0% 
des acides gras totaux. 




O-AGHI 



AGHI represente un acide gras polyinsature ayant de 2 a 6 
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Claims?.. 5-1 0, 70.77. me thod of preparing 

polyunsaturated fatty acid glycerides by enzymatic hydrolysis of a 
fish oil to obtain fatty acids, isolation, purification and enrichment 
of these polyunsaturated acids followed by transesterification 
between these acids and the raw oil in the presence of a lipase. 

C 1 i a i m 1 1 : same method but here with esterification between the 
polyunsaturated acids and the glycerol. 

C l aims 3 , 16 , 17 , 2 1: method of enriching phospholipids with 
polyunsaturated fatty acids by reacting these acids with a 
phospholipid in the presence of a lipase. 

C l aims 4 , 18 , JQ , ?4 : method of preparing monoacylglycerides by 
reacting 1 ,2-dialkylene glycerol with polyunsaturated fatty acids 
in the presence of a lipase. 
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